Citation 



(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (FCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorgauisation fflr geistiges Eigentiim 
Internationales Bftro 

(43) Internationales Vereffentlicbungsdatum 
3L Januar 2002 (31,01.2002) 




PCT 



I!!E1 I t 1 1 1 E M I ll'IMt; il 11 Mil HUE I I I II 

(10) Internationale Veraffentlichuogsiimitiiier 

WO 02/08723 A2 



(51) luternaUonalePateatklassiBkation 7 : GAIN 

(21) Internationales Aittenzeichea: PCT/EP01/08252 

(22) Internationales Anmeldedatuin: 

17. Juli 2001 (17.07.2001) 



(25) Einreicbungsspraehet 

(26) VeroffentUchungssprache: 
(30) Angaben zur Prioritat: 



Deutsch 
Deutsch 



100 35 706.7 



21. Juli 2000 (2L07,2000) DE 



B-1200Brussel (BE). BEKGMANN, Andreas [DE/DEj; 
Baumlanferweg 47, 12351 Berlin (DE). STRUCK, 
Joachim [DB/DE]; Holsteinische Strasse 28 t 12161 Berlin 
(DE). MORGENTHAJUER, Nils, G. [DE/DB]; Hefli- 
genseestrasse 121 F, 13503 Berlin (DE). 

(74) Anwalte: ANDRAE, Steffea; Andrae Flach Hang, Bal- 
anstrasse 55, 81541 M&nchen usw. (DE). 

(81) Bestimsiungsstaaten (national)** JP> US. 

(84) Bestimmnngsstaaten (regional)** europaische? Patent (AT, 
BE, CH t C Y, DE, DK, ES, H, FR, GB , OR, IE, IT, LU, MC, 
NL, PT, SE, TR). 



(71) Anmelder (fUr alk Bestimmungsstaaten mitAusnahme von 
US): MAGNOSTICA GMBH [DE/DE]; 

- Neuendorf strasse 25, 16761 Henningsdorf (DE). 

(72) Erfsnder; and 

(75) Erfinder/Aninelder (wr fur US): COSTAGOOLA, 
Sabine [BB/BB3; 31, rue duMenuet, B-1080 Briissel (BE), 
VASSART, Gilbert [BE/BE]; 113, avenue Lambeau* 



VerMfentlicht: 

< — ohm international Recherchenbericht und erneut zu 
verqffentlichen nach Erhalt des Berichts 

Zur ErMarung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen 
AbkUrzungen wind auf die Erklarungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder regularen Ausgabe 
der PCT-Gazetfe verwiesen. 



~ (54) Title: METHOD FOR THE SELECTIVE DETERMINATION OFBLOCKEST<3 AUTO- ANTIBODIES TO THE TSHRBCEP- 
== TOR 

!H (54) Bezeichnang: VERFAHREN ZUR SELEKTIVEN BESTIMMUNG VON BLOCIOERENDEN AUTO A NTIKOKPERN GE- 
555 GEN DEN TSH-REZEPTOR 

(57) Abstract: The invention relates to a method for determining auto-antibodies (TRAb) to the TSH receptor (TSH-R), formed in 
a biological sample obtained from a patient. According to said method, the sample or at least one antibody fraction of the sample 
is reacted in a known manner in a reaction mixture in the presence of a first immunoreagent in the form of a selective competitor* 
with a second immunoreagent in the form of a TSH-R preparation. The selective competitor and/or the TSH-R preparation is/are, 
or can be labelled. The presence and/or quantity of the TRAb sought in the sample is determined by means of the bond between 
the TSH-R preparation and the selective competitor. According to the invention, the TSH receptor blocking auto-antibody (TBAb) 
is selectively determined in such a way, that the selective competitor is for the first time chosen to bond at those binding sites of the 
TSH-R preparation, for which said competitor competes with the TBAb mat is to be determined, not however with theTSAb. 

(57) Zasammenfassung: Verfahren zur Besdmmung von gegen den TSH-Rezeptor (TSH-R) geb&deten Autoantikorpern (TRAb) 
in einer von einem Patienten gewonnenen biologischen Probe, bei dem man in an sich bekannter Weise in einer Reaktionsmischung 
die Probe oder wenigstens eine Antikorpedraktion der Probe in Gegenwart eines ersten hnmunreagens in Form eines selektiven 
Kompetitors mit einem zweiten Xmmunreagens in Form eines TSH-R-Praparats reagieren I28t, und wobei wenigstens einer von dem 
selektiven Kompetitor oder dem TSH-R-Praparat marlriert oder markierbar ist, und daS man anhand der Bindung zwischen dem 
TSH-R-Praparat und dem selektiven Kompetitor die Anwesenheit und/oder Menge der gesuchten TRAb in der Probe feststetlt, wobei 
man gemaft der Erfindung selektiv den TSH-Rezeptor blockierende Autoantikorper (TBAb) dadurch bestimmt, da8 der selektive 
Kompetitor erstrnals so ausgewahlt werden konnte, daB er an solche Bindungsstellen des TSH-R-Praparats bindet, am die er mit den 
zu bestimmenden TBAb, nicht jedoch mit TS Ab konkurriert 
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Verfahxen sur selektiven Besti3Bmung von blockierenden Auto- 
antikorpern gegen den TSH-Resseptor 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur selekti- 
ven Bestimmung eines ausgewahlten Subtypen von Autoantik6rpem 
gegen den TSH-Rezeptor (TRAb) , namlich sogenannten blookieren- 
den TRAb (TBAb) . 

Der Reseptor fur das Hormon TSH (thyroidstimulierendes Hormon, 
Thyr (e) otropin) , der TSH-Rezeptor (TSH-R) , spielt eine Schl&s- 
selrolle fur die Funktion und das Wachstum von Schilddrfisen- 
sullen, Dieser Rezeptor ist ein Glied einer Unterf amilie der 
G- Protein- gekoppel ten Glykoproteinreseptoren, die aufierdern 
insbesondere noch die Rezeptoren fur das luteinisierende Hor- 
mon/ CHoriongonadotrophin (LH/CG-R) und das follikelstimulie- 
rende Hormon {FSH-R) umfafit. Die Rezeptoren dieser Unterf ami- 
lie weisen" eine groSe N-tertttinale extrazellulare Dom&ne auf , 
die fur die Ligandenbindung von essentieller Bedeutung ist und 
fur die gezeigt wurde, da£ sie an der Signalilbermitt lung 
beteiligt ist, Die Obermittlung des TSH-R-Signals wird fiber- 
wiegend durch die Aktivierung von Adenylatcyclase vertnittelt , 
was 2U einer Erhohung des intrazellularen cAMP-Niveaus ffthrt. 
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Ein Te.il des grofien Interesses an dem TSH-R ist auf seine 
Rolle als prim&res Autoantigen bei ,verschiedenen Schilddriisen- 
Autoimmunerkrankungen zurftckzufuhrexi, die vom Auf tret exi von 
Autoantikorpern gegett den TSH-R begleitet sind (T&H-R-Auto-Ab 
bzw. nachfolgend stets nur kurz TRAb) . Zu derartigen Schild- 
drtesen-Autoimmunerkrankungeh gehdren insbesondere die Base- 
dowsche Krankheit (Morbus Basedow; engl.; Graves' disease), 
eine zu Schilddriisenttberfunktion ffthrende Autoimmunerkrankung;, 
die zu den haufigsten menschlichen Autoimmunerkrankungen tiber- 
haupt gehdrt, sowie die Hashimoto Thyreoiditis und das idiopa- 
thische Myxodem, die mit einer Schilddriisenunterf unktion 
verbunden sein k6nnen, 

Der TSH-R kommt in der Oberflache von Schilddriisenzellen nur 
in sehr geringen Mengen (in der Grofeenordnung von l/o.'OO - 
10.000 Rezeptoren pro Zelle) vor. Eine Aufklarung der chemi- 
gchen Struktur des humanen TSH-Rezeptors (hTSH-R) , d.h. der 
Sequenz der ffir ihn codierenden DNA sowie der daraus ableit- 
baren Aminos'auresequen^ des Receptors selbst, gelang Ende 1989 
(vgl . Libert F. et al . , Biochem. Biophys, Res, Commun. 165: 
1250-1255; Nagayama Y* et al . , Biochem. Biophys. Res, Commun* 
165: 1184-1190; vgl, auch EP-A-0433509 bzw. WO-A-91/09121; 
sowie WO-A- 91/0913 7; WO-A-91/10735 und WO-A-91/G3483 ; ferner 
Yuji Nagayama & Basil Rapoport, in: Molecular Endocrinology/ 
Vol. 6 No. 2, S. 145-156 und die darin zitierte Literatur) „ 
Seitdem warden das hTSH-R-Polypeptid und ausgewahlte Teilpep- 
tide davon in einer Vielzahl von Systemen exprimiert , wobei 
sich zeigte, da£ ein funktionaler TSH-R nur in Saugetierzellen 
hergestellt werden kann, und zwar sowohl transient als auch in 
Form einer stabilen Zellinie, z.B. unter Verwendung von Adeno- 
virus- und Vacciniavirus-E^cpressionssystemen- 

Das erfolgreiche molekulare Klonieren des b.TSH-R hat es er- 
m6glicht, neue Einsichten in die Wechselwirkung von TSH sowie 
TRAb mit dem TSH-R zu gewinnen und diese Erkenntnisse auch bei 
der. Bestimmung von TRAb fur diagnostische Zwecke zu nutzen* 
Ein Uberblick liber den gegenw&rtigen Stand der Bestimmung von 
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TRAb im Licht der neueren wissenschaf tlichen Brkenntnisse 
findet sich im'Artikel von Nils G. Morgenthaler : New assay- 
systems for thyrotropin receptor antibodies; in Curr Opin 
Endocrinol 1999, 6:251-260. In der vorliegenden Anmeldungen 
werden fiix Analyten und Reagenzien die in dem genannten Arti- 
kel definierten Abktirzungen und Bezeichnungen verweftdet . Auf 
den Inhalt des genannten Artikels sowie die darin genannten 
Iiiteraturstellen wird gur ErgSnzimg des Of f enbarungsgehalts 
der vorliegenden Anmeldung ausdriickl ich verwiesen. 

Wie auch in dem genannten Artikel susammenf assend ausgef lihrt 
wird, ist der einzige gegenw&rtig fttr den klinischen Alltag 
verwendbare Assay ssur Bestimnvung von TRAb ein indirekt arbei- 
tender kompetitiver Assay, bei dem die auf die Anwesenheit von 
TRAb iri einer Patientenprobe zuriickzuftthrende Inhibierung der 
Bindung von markiertem bTSH an einen solubilisierten porcinen 
TSH-R aus Schweine-Schilddrtisen {traditioneller Assayaufbau) 
oder, im Falle eines Assays der neueu "zweiten Generation", an 
einen an eine Festphase, z,B. Coated Tubes t itnmobilisierten 
rekombinanten humanen TSB>R (rhTSH-R) zux Messung genutzt 
wird, Sich von den traditionellen Assays unterscheidende 
neuartige Fes tphasen -Assays sind beschrieben in DE 196 51 093 
oder WO 98/26294 bsw. DB 198 01 319 oder WO 99/3678 bzw. in 
0\Clin-Endocinol* Metab. , Vol.84, No.l, S. 90-97 (1999). Auf--' 
grund des angewandten MeSprin^ips erfafet ein solcher Assay nur 
mit bTSH kompetierende Autoantikorper vom sogenannten TBII- 
^yp/ ohne swischeii einzelnen Subtypen (stimulierend, blok- 
kierend) ssu unterscheiden. 

Insbesondere in Pa tent anmeldungen, die Verf ahrensvarianten von 
Assays sur Bestimmung von TRAb vom TBII-Typ betreffen, wird in 
allgemeiner Form auch davon gesprochen, daS man statt der 
Inhibierung von TSH auch die Inhibierung von Antikorpern gegen 
den T3H-R zur Messung nutzen kann, insbesondere auch zusatz- 
lich zu einer Inhibierung von TSH, wie z.B. in DE 196 51 093*7 
bzw. WO 98/26294 beschrieben wird. In alien derartigen Fallen 
geht es jedoch stets um eine moglichst vollstandige Erfassung 
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aller relevant en pathogenen TRAb- in einer Patientenprobe, urn 
auf diese Weise auf Autoimmunreaktioneii suriickzuf uhrende 
Schilddrtisenerkrankungen moglichst luckenlos zu erkennen, ohne 
da& patientenbedingte Unterschiede der Zusammen set sung der 
individuell auftretenden TRAb-Populationen zu falsch negativen 
Mefiergebnissen fiihren, d.h. es geht urn eine Erhohung der 
klinischen Relevans von TRAb-Beetimmungen bei kompetitiven 
Assays. 

Es ist insswischen bekannt, da£ die bei Autoiranunerkrankungen 
auftretenden TRAb auch im Palle von Morbus Basedow Patienten 
nicht nur stimulierende Autoantikorper (TSAb) , die zu einer 
Hyperthyreose ftihren, umfassen, sondern da£ daneben moglicher- 
weise auch noch . blockierende Autoantikorper <TBAb) vorkomtnen. 
Die bekannten kompetitiven Assays konnen nicht zwischen TSAb 
und TBAb unterscheiden, sondern erfassen diese unterschiedslos 
als TBII- 

Will man zwischen TSAb und TBAb unterscheiden, was im Siime- 
einer Feindiagnostik des Autoimmungeschehens z.B. bei Morbus 
Basedow von grofiem wissenschaf tlichem und letsstlich auch 
klinischem Interesse sein kann, muS man auf Bioassays zurtck- 
greifen, auf die z.B. auch in dem o,g, Artikel von N. Morgen- 
thaler in: Curr.Opin, Endocrinol. 1999, 6:251-260 naher einge- 
gangen wird, Bei solchen Bioassays wird ermittelt, ob die 
cAMP-Produktion von Zellen, die in ihrer Metnbran einen nature 
lichen oder rekombinahten TSH-R enthalten, durch die Anwese*i~ 
heit von bestimmten Seren bzw. Autoantikorpern erhdht wird - 
bzw- ob die durch eine gegebene TSH-Konzentration in der Zelle 
ausgel6ste cAMP-Produktion durch die Seren oder Autoantikorper 
geschwacht wird. 

Da Bioassays fur allt&gliche Untersuchungen • von Pat tent en- 
proben in Klinik und Labor zu aufwendig sind, ware es aller- 
dings wunschenswert, auch Assays zur Verfiigung zu haben, die 
eine CFnterscheidung von pathogenen stimulierenden und blockie- 
renden TRAb auf einfachere Weise ermSglichen. Ein Vorschlag 
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f<ir einen derartigen Assay, der Immunprazipitation fcisw, darauf 
- beruhende Di f £e r enzrae ssungen nutzt, findet sich in den unver- 
6ffentlichten Anmeldungen DE 199 49 184.4 bzw. DE 100 07 
792.7. 

Es iat Aufgabe der vorliegenden Erf indung, ein dif f erential- 
diagnostisch.es Verfahren zur selektiven Bestimmung von be- 
st immt en TRAb, und swar von TBAb, zu schaffen, bei dem ira 
wesentlichen die eingefilhrten Arbeitsweisen zur TBII-Bestim- 
mung zur Anwendung kommen konnen und das sich daher auch ffir 
die klinische Praxis eignet. 

Diese Aufgabe wird in allgemeiner Form durch ein Verfahren 
gemaS Anspruch 1 gelost, 

Vorteilhaf te, gegenwartig bevorzugte Ausgestaltungen des 
Verfahrens gemaB Anspruch 1 f inden sich in den Unteransprttchen 
2 bis 12 sowie der nachf olgenden Beschreibung unter Beriick- 
sichtigung der Ausffihrungsbeispiele . 

Ira vorausgehenden und nachf olgenden Text dieser Anmeldung 
werden die verwendeten Reagenzien bzw. Analyten/Biomolekule in 
der.Regel durch verschiedene Abkfirzungen gekennzeichnet / die 
stets in den f olgenden Bedeutungen zu verstehen sind, es sei 
denn, es ergibt sich fur den Fachmann aus dem konkreten Zu~ 
saramenhang etwas anderes. Die Verwendung der speziellen An- 
gaben erfolgt dabei aus Grunden der exakten Beschreibung der 
durchgefiihrten Versuche und Messungen, bedeutet jedoch nicht, 
, daS die beschriebenen Ergebnisse und SchluSf olgerungen nur fur 
den beschriebenen Spezialfall gelten und nicht unter Heranzie- 
hung des relevant en Fachwissens verallgemeinert werden konnen* 

TSH Thyroids timulierendes Hormon {Thyreotropin) . 

Wird die Abkttrzung TSH ohne weitere Zus&tze 
verwendet, handelt es sich nicht um ein bestim- 
rntes Produkt, sondern die Bindung bzw. Funktion 
des Hormons wird in allgemeiner Form disku- 
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tiert. 

12S I-bTSH m Radioiodiertes, als Kompetitor eingesetztes 

bTSH {bovines TSH) . Ira Zusammenhang mit der 
Beschreibung von Assays der Firma B,R*A.H*M*S 
Diagnostica GmbH steht X2S 3>bTSH insbesondere 
fur ein Produkt, wie es gem&fi DE 42 37 43 0 CI 
bzw. EP 0 668 775 Bl erhalfcen .wird und Be- 
st andteil des TRAK- Assay® bsw. des DYNOtest® 
TRAK human der Pa, B.E.A.H,M.S Diagnostica GmbH 
ist. 

TSH-R - Der TSH-Rezeptor, ein in der SchilddrGsenmem- 

bran verankerter Glykoproteinrezeptor , Wird' die 
Abkftrzung TSH-R ohne weitere ZusStze verwendet, 
ist keine Beschrankung auf irgendein bestimmtes 
Produkt beabsichtigt ; Es kann sich somit auch 
urn einen aus naturlichem Material gewonnenen, 
z.B. porcinen TSH-R handeln. Bei einera in einem 
erf indungsgem&Sen Assay verwendeten TSH-R han- 
delt es sich jedoch vorzugsweise urn ein gen- 
technisch erzeugtes (rekombinantes) funktiona- 
les Reseptor-Polypeptid, das die Aminosaurese- 
quenz und ggf , Glykosylierung irgendeines na- 
tttrlich vorkomtnenden TSH-R, besonders bevorzugt 
eines humanen TSH-R (hTSH-R) , wenigstens in 
einem solchen AusmaJSe aufweist, dafi es als 
"funktionaler TSH - Re ze>p tor" bezeichnet warden 
kann. Die Charakterisierung "funktional" bedeu- 
tet, da& es sich beziiglich der Bindung von TRAb 
in signif ikantem AusmaS wie der nafciirlich vor~ 
kommende, insbesondere humane, TSH-R verhSlt . 
Die Abkiirzung TSH-R kann dabei ffir das rekom- 
binante vollstandige , mehr . oder weniger stark 
glykosylierte Polypeptid, eine Teilsequenz ei- 
ner ausreichenden L&nge oder ein gentechnolo- 
giscti erseugtes Fusionsprodukt davon stehen. 
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Ohne weitere Erlauterungen liegt ein "eirifach 
als TSH-R be^eichhetes Produkt als Mern- 
branpraparation vor, aus der das Produkt ggf . 
durch geeignete Solubilisierung der Membranen 
der zur Expression des rekombinanten Polypep- 
tids verwendeten Zellen unter Verwendung von 
Detergensien auch als aufgereinigter Extrakt 
erhalten worden sein kann. 



TRAb = In bio logis chen Proben, insbesondere humahem 

Serum oder Plasma, nachweisbare AutoantikSrper 
gegen den TSH-Re;septor (TSH-R-Auto~Ab) beliebi- 
ger Spesifit&t. 

TSAb s= Die Schilddrfise stimulierende TRAb. Ihr Nach- 

weis ist insbesondere fur die Diagnose des Mor- 
bus Basedow {englisch; Graves' disease) von Be- 
deutung • 

TBAb ~ Die Wirkung von TSH (sowie ggf. auch von TSAb) 

auf die Schilddruse blockierende TRAb, deren 
Nachweis zu einer Hypothyreose in Beziehung 
gesetzt werden kann. 

TBII «• In kompetitiven Assays, die auf einer Konkur- 

renz von markiertem TSH mit TRAb um die Bin- 
dungsstellen einer TSH -R~ Preparation beruhen, 
erf afibare TRAb . Sie kdnnen TSAb und/oder TBAb 
und/oder neutrale TRAb seifr. Kommerzielle As- 
says zur Bestimmung von TRAb vote TBII~Typ sind 
die Assays TRAK-Assay® und DY&Otesfc® TRAK human 
(Radioresseptorassays) bzw. LUMItest® TRAK human 
(Chemilumineszenzregeptorassay) der Fa. 
B.R.A.H.M.S Diagnostica GmbH. 

anti~TSH~R-Ab & in erf indungsgetnaSen Assays als selektiver 

Kompetitor (erstes Immunreagens) einge- 
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setzte, gegebenenf alls markierte oder se~ 
lektive. markierbare Antikorper gegen den 
T3H-R* Die f&r das Verfahren benotigte 
Selektivitat dieser Antikorper wird in er« 
ster Linie bei Verwendung selektiver mono- 
klonaler Antik6rper (anti-TSH-R-moAb) ge~ 
wahrleistet, deren Herstellung und Selek- 
tion im experimentellen Teil beschrieben 
1st. Die als Immunreagens eingesetsten an- 
ti-T3H-R~Ab sind von den als TRAb abge- 
kiirzten Autoantikdrpern aue Patientenpro- 
ben klar zu unterscheiden . 

m oAb = monoklonale Antikorper, 

Nachfolgend wird das erfindungsgemaSe Verfahren noch naher 
erlautert. Im experimentellen Teil wird die Herstellung von 
blockierenden monoklonalen Antikorpern sowie ihre Verwendung 
zur Bestimmung der Menge blockierender Autoantik6rper in 
Patientenseren anhand einer konkreten Arbeit svorschr if t und 
eines Ausfuhrungsbeispiels genauer besahrieben. In den Figuren 
seigen : 

Fig. 1 die Ergebnisse der Versuche zur Charakterisierung 
von 12 moAb, bei denen man sur Messung ihrer TBII- 
Aktivitat die selektierten moAb mit ntarkiertem bTSH 
urn . Bindungsstellen eines TSH-R, eingesetzt in Form 
von JP09 Zelien, kompetieren lieS; 

Fig. 2 die Ergebnisse der Untersuchung der gleichen moAb, 
wie in Fig. 1 in einem Bioassay, in dem die blok- 
kierenden Bigenschaf ten der moAb. im Sinne eirter 
Vermitiderung der Stimulation der cAMP-Produktioii in 
JPOS-Zellen durcb TSH bestimmt wurde; 



Fig- 3 



die Bestimmung des Bindungsverhaltens der moAb an 
TSH-R-Chimaren, die von COS-Zellen exprimiert 
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werden, und £war zum Zwecke der Feststelluhg des 
Ortes des von dem blockierenden taoAb erkannten 
Bpitops auf der extrazellul&ren Domane (BCD) des 
TSH-R; 

Pig. 4 die Brgebnisse der Messung von Seren von Morbos 

Basedow Patienten unter Verwendung von iTP19~2;ellen 
als TSH~R-Immunreagens und uater Verwendung eines „ 
125 I-moAb {moAb 23.1) als Kompetitor, 

Geht man von bekannten Verfahren aus, die auf der Bestimmung 
von TRAb votn TBII-Typ aus Patientenseren durch Kompetition mit 
markiertem bTSH una die Bindungsstellen eines TSH-R-Praparats 
beruhen, d,h. von assays, wie sie in den Assays TRAK- Assay® 
und DYNOtest® TRAK human bssw. lAJMItest® TRAK human der 
B,R.A,H.M.S Diagnostica GmbH verkorpert sind, kann man das 
erf indungsgemS.Se Verfahren vereinfacht so darstellen, daS bei 
dem erf indungsgemafien Verfahren $ls Kompetitor anstelle des 
markierten bTSH ein selektiver markierter Kompetitor verwendet 
wird, der im wesent lichen nur mit einer engen, eindeutig 
def inierten Untergruppe von TRAb aus dem Patientenserum, 
nSmlich Hicht-TSAb bzw. TBAb, kompetiert und dadurch die 
selektive Bestimmung; von TBAb ermoglicht, 

Vorsugsweise wird das erf indungsgemSSe Verfahren dabei in 
einer Verf ahrens variant e als Festphasen-Assay durchgeffthrt , 
der in vieler Beziehung den .Assays ssur TRAb -Bestimmung der 
"zweiten Generation" {DYNdtest® TRAK human; LUMItest® TRAK 
human; vgl, die jeweiligen Gebrauchsanweisungen der 
B.R-A.H»M.S '.Diagnostica GmbH) entspricht . Bei dieser Verfah- 
rensvariante ist oder wird das als selektiver Binder einge- 
setzte Immunreagens , d.fcu die TSH-R- Preparation, insbesondere 
eine rhTSH-R- Preparation, mit Hilfe eines speziellen monoklo- 
nalen Antikdrpers (BA8 ; vgl • J. Clin* Endocrinol Metab 84: 90- 
97, 1999 bzw.- J. Immunol. 160: 1458-1465} immobilisiert , wah- 
rend der Kompetitor markiert ist* Es konnen einerseits alle 
bei den bekannten Verfahren. zur Markierung von bTSH verwende- 
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ten Markierungen ( 125 I; Chemi lumines zenz label , z.B, In Form 
eines Akridiniumderivats) verwendet werden, es k6nnen bei dem 
erfindungsgemafien Verfahren j^doch auch andere an sich bekann- ■ 
te Markierungs label zum Einsatz komrnen, z.B. Ensymlabel oder 
Fluoreszenzlabel f die an* Iramurireagenzien vom Antikftrpertyp 
leichter ohne Aktivit&tsverlust des Reagens angeffigt warden 
konnen als zum Beispiel an TSH. 

Es konnen aufierdem auch an sich bekannte Nachweissysteme zur 
Anwendung kommen, bei denen an das als Competitor eingesetzte 
Imramreagens eine erste Markiearungskomponente gebunden ist, 
die Teil eines komplexen Nachweissystems ist, dessen anderer 
Teil an ein weiteres Imntunreagens , z.B. einen weiteren Anti- 
korper, gebunden ist. Beim erf indungsgemafeen Verfahren kann 
der weitere,. mit der zweiten Markierungskoraponente verknupfte 
Antikdrper zum Beispiel ein Antikorper sein, wie er bei den 
TB1I -Assays der zweiten Generation zur Immobilisierung des 
hTSH-R-Praparats verwendet wird. Bei der Ausbildung eines 
Sandwich unter Beteiligung der beiden Antikorper kommt es zu 
einer char akter ist ischen Anderung eines MeSsignals, z.B, eines 
Pluoreszenz- oder .Chemi lumines zeaz- Signals, die das Ausmafi der 
Bindung beider Antikdrper an den Rezeptor und damit indirekt 
die Konzentration eines gesuchten Aaalyten widerspiegelt . Als 
Beispiel fur ein solches System konnen die z.B. in US-A- 
4,822,733, EP-0-180 492 Bl oder EP~B1~0 539 477 und dem darin 
zitierten Stand der Teohnik beschriebenen Markierungssysteme 
genannt werden. 

Wenn man auf ein komplexes Markierungssystem der genannten Art 
zurtickgreift, kann der Assay auch als homogener Assay ausge- 
staltet sein, bei dem sich alle Immunreagenzien, Analyten und 
Reaktionsprodukte in einer fliissigen Reaktionsmischung be fin- 
den bzw. bilden und bei dem die Messung, die selektiv nur 
Reaktionsprodukte erfaSt, die beide Markierungskomponenten in 
einem einzigen Immunkomplex enthalten, direkt in der Reaktios- 
mischung erf olgt . Als Beispiel ist wiederum auf die drei 
obigen Patentverof f entlichungen, deh darin genannten Stand der 
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Technik sowie die unter den Marken TRACE® (Time Resolved 
Amplified Cryptate Emission) bzw. KRYPTOR® angebotetene Tech- 
nologie (vgl . Prospekte der' CIS Diagnostik GmbH) zu verweisen. 

Im Falle von Fes tphasen- Assays kann die Immobilisierung des 
TSH-R kann an eine beliebige Festphase erfolgen, beispiels- 
weise Polys tyro Irohrchen, die als * Coated Tubes" verwendet 
werden, oder an Mikrotiterplatten, zum Beispiel aus Polysty- 
rol, oder an Partikel, beispielsweise Magnetpartikel * Auch 
eine zeitlioh verzogerte bzw. nachtragliche Immobilisierung 
unter Verwendung geeigneter Festphasen ist moglicku 

Der TSH-R kann bei dem erf indungsgemSSen Verf ahren auch auf 
andere Weise als mit Hilfe spezieller Antikorper immobilisiert 
warden. Setzt man beispielsweise ein T8H~R-Fusionsprodukt ein, 
bei dem der TSH-Rezeptor oder der fur die gewiinschte Immunre- 
aktion erforderliche Teil davon mit Nichtrezeptor-Anteilen, 
beispielsweise einem biotinylierten Rest, einem sog. SHis-tag 
aus 6-Histidinresten oder. einem anderem geeigneten Rest (vgl* 
z.B. WO 98/20343), der zur Immobilisierung eine Reaktion mit 
einem an einer Festphase befindlichen Reaktionspartner , z.B. 
Streptavidin, Nickel- Chelate oder einem fur den Rest spezifi- 
schen Antikorper, eingehen .kann, k6nnen auch derartige Immobi- 
lisierungssysteme ftir den TSH-R verwendet warden, vorausge- 
setzt , daS dieser seine f &r die kompetierenden Immunreaktionen 
erforderliche Funktionalitat bewahrt und das Immobilisierungs- 
system diese Immunreaktionen nicht behindert. 

Ais f estphasenassay kann das Verfahren auch in einer als 
"spiegelbildlich" beseichenbaren Aus fuhrungs form durchgefiihrt 
werden, bei der das als Competitor verwendete Immunreagens, 
d.h* beispielsweise der bldckierende monoklonale Antikorper, 
immobilisiert ist und mit einem markierten solubilisierten 
'TSH-Rezeptor gearbeitet wird, beispielsweise einem r wie er in 
DE 198 01 154 beschrieben ist bzw. wie er nach der Lehre der 
genannten Pat entanmel dung erhaltlich ist. Die Kompetition des 
immobilisierten Kompetitors mit den TRAb aus den Patienteii- 
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proben auSert sich auchin diesem Falle als Verminderung der 
Bindung des . verwendeten Markers an die Festphase . Derartige 
spiegelbildliche Assay-Varianten warden in den oben genannten 
Patent anmeldimg en der Anmelderin diskutiert, kommen jedoch 
bisher in kommerziellen Assays zur TRAb-Be^tiramung nicht zur 
praktischen Anwendung. 

W&hrend somit das Assay-Grunddesign auf an sich bekannte Weise 
in Analogie zu Assays, die mit markiertem bTSH arbeiten, 
vielfaltig variiert werden kann, beispielsweise bezftglich des 
verwendeten Mar kierungs systems, der verwendeten Festphase 
sowie der Wahl des immobilisierten, und des markierten Immun- 
reagens, oder der Assay auch im obengenannten Sinne als homo- 
gener Assay ausgestaltet sein kann, ohne dafi der Bereich des 
erfindungsgem&iSen Verfahrens verlassen wird, 1st es fur das 
erfindungsgemaSe Verfahren zwingend, daS das Immunreagens, das 
als Kompetitor fur die zu bestimmenden TRAb dient, nicht ein 
markiertes bTSH ist, sondern ein Immunreagens tnit einer hohen / 
definierten Spezifit&t, die es gewahrleistet , dafi das Immun- 
reagens selektiv mit einem def inierten Typ von TRAb, namlich 
blockierenden TRAb (*= TBAb) , kompetiert. 

Urn ein solches Verfahren verwirklichen zu konnen, ist es somit 
Voraussetzung, ein derartiges selektives Inimunreagens einer 
definierten Reaktivitat zur Verf&gung zu haben, das nicht nur 
mit TSH, sondern auch mit den zu bestimmenden TRAb kompetiert, 
d.,.h. daiS es auch die dafiir erf orderliche Affinitat aufweisen 
mu£. 

Im nachf olgenden experimentellen Teil wird erstmals gezeigt, 
daS ein derartiges spezifi isches Immunreagens in Form eines 
monoklqnalen Antik6rpers (Anti-TSH-R-moAb) nach einem detail- 
liert beschriebenen Verfahren herstellbar ist und in der Lage 
ist, mit TBAb aus Patien'tenseren urn gerneinsame Bindungsstellen 
eines rekombinanten hTSH~R, genauer der extrazellularen Dom&ne 
eines rhTSH-R, eu kompetieren. 
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Blockierende Anti-TSH-R-moAb mit, den gewunschten Eigenschaf ten 
kdnnen, wie nachfolgend beschrieben, im Anschlufi an eine 
genet ische Imrriunisierung nach einem Verfahren erhalten werden, 
wie in seinen Grrnidziigeri beschrieben ist in J , Immunol . 160: 
1458-1465. 

Bei diesem Verfahren wird ein geeignetes ausgewahltes Ver- 
suchstier (Maus) mit einem cDHA-Konstrukt , das die cDNA fur 
die extrazellulare DomSne (ECD) des hTSH-R enthalt, immuni- 
siert* Nach einer Boost erinjekt ion entsprechend einem empiri- 
schen, Immunisierungsplan werden Seren aus den Versuchstieren 
gewonnen, und &urch FACS (fluorescence -activated cell sorter) 
Analyse nnter Verwendung von &ellen, beispielsweise trans - 
formierten CHO-Zellen, die den hTSH-R exprimieren (JP09) , 
sowie totiraaus-IgG zur Fluoreszenzmarkierurag, konnen dana 
diejenigen Mause selektiert werden, bei derien es zur Bildung 
von Antikorperh mit der gesuchten Reaktivitat gegen des TSH-R 
gekommen ist* Die Starke der Antikorperbildung kann durch 
Kompetition der. Mause- Seren mit X25 3>bTSH. urn einen von tranfor- 
niierten Zellen exprimierten rekotnbinanten hTSH-R bestimmt 
werden, AuSerdetn konnen in einem parallelen Bioassay die Seren 
darauf untersucht werden, ob sie die cAMP-Produktion in den 
TSH-R exprimierenden Zellen. mehr oder weniger stark fordern 
oder blockieren. 

Hat man eine Maus identif isiert , die nach MaSgabe der Testung 
ilares Serums eine Antikorperproduktion der gewiinsehten Art 
zeigt, kann eine solche Maus nach der an sich bekannten Tech- 
nik zur Erseugung von moAb herangezogen werden, indem die 
Splenozyten der Maus mit Myelom- Zellen fusion! ert werden, die 
gebildeten Hybridome gezuchtet werden und nach dem Verdun- 
nungsprinzip fur die Produktion von moAb herangezogen werden. 

Die Eigenschaf ten der erzeugten moAb konnen im wesentlichen 
analog wie die Eigenschaf ten der Seren festgestellt werden, so 
dafi moAb mit den gewftnschten Eigenschaf ten selektiert werden 
konnen . 
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Wie im nachf olgenden experiment el len Teil beschriebeh wird; 
wurde dabei einer der erzeugten moAb, der stark hlockierende 
Eigenschaften zeigte,. fur Kompetitionsversuche ausgewah.lt und 
zu diesem Zweck markiert . Es konnte gezeigt werden, daS er mit 
TRAb aus Patiehtenseren selektiv kompetiert . 

Urn zu ermitteln, wo das Epitop fur die Bindung des geiiannten 
moAb auf der extrazellularen Domane (ECD) des TSH-R angeordnet 
ist, warden fur diese Untersuchung ferner geeignete Chimaren 
konstruiert, und anhand einer auftretenden oder ausbleibenden 
Bindung des markierten moAb an die jeweilige Chimare konnte 
das Epitop, urn das die untersuchten moAb (Anti-TSH-R-Ab) mit 
den TRAb aus der Patientenprobe konkurrieren, lokalisiert 
werden. Im beschriebenen Pall lag das Epitop im Bereich der 
Aminosauren 382 bis 415 der bekannten Sequenz des hTSH-R. 

Nachfolgend wird die Erf indung anhand der erfolgreichen Expe- 
rimente zur moAb-Herstellung und -Selektion sowie anhand der 
mit einem der selektierten moAb durchgefiihrten Kompetitions- 
versuohen naher erlautert. 

Material ien und Methoden - Ergebnisse 

1. Produktion und Charakterisierung von monoklonalen Anti- 
korpern (anti-TSH-R-moAb) 

la. Immunisierung von Versuchstieren und Gewinnung von Blut- 
proben 

Im Unterschied zu den f ruheren Untersuchungen zur genetischen 
Immunisierung von Mausen {J. Immunol. 160 :i458-1465, 1998) 
wurden fur die folgenden Immunisierungsversuche 6 Wochen alte 
weibliche BFMRI-Mause [ico:NMRI (IOPS:Han)J eingesetzt. Die 
Mause waren ursprunglich Abkommlinge von Schweizer Mausen und 
wurden unter Auszuchtbedingungen im Institut fur versuchs- 
tierkunde am Zentralen Labor der TU Hannover, Deutschland 
gehalten. pie Mause tolerieren keine gegenseitigen Kautver- 



WO 02/08723 



PCT/EP01/08252 



15 

pf lanisungen. Sie wurden" unter den vorgeschriebenen Tierschutz- 
bedingungen gehalten und behandelt . 

Am Tag 0 wurden ihnen unter Nembutal- Ana sthesie 100 fxg 
pcDNAXII~hT3H~R in PBS (vgl - J. Immunol* 160 : 1458-1465 ,. 1998) 
in den anterioren Schienbeinmuskel injiziert. In den Muske.l 
waren 5 Tage vorher 100 {il Cardiotoscin (10 roM, aus dem Gift 
der Naja nigricollis gereinigt, Calbiochem, La Jolla, CA) 
injisiiert worderi. Die Injektionen wurden 4 Wochen und 8 Wochen 
danach jeweils wiederholt. In der 12. Woche nach der ersten 
Immunisierung wurden den immuni&ierten Mausen Blutproben aus 
den Retroocul&r-Kapillaren des rechten Auges entnommen. Fixx 
alle Bestimmungen wurden die jeweiligen, so gewonnenen Seren 
individuell untersucht. 

lb* Seren- und HYbridom-ttoeretandB-trntersuchungen durch FAC3- 
Analyse ■ 

Transf ormierte CHOr-Zellen, die den hTSH-R exprimieren (iTP09; 
vgl. Biochem.Biophys,Ree.CoTnraun w 1990, Vol.171, 3 . 1044-1050) 
oder Kontroll-CHO~Zellen (JP02) wurden von den Flatten, auf 
denen sie gezttchtet wurden, mit einer EDTA und EGTA (jeweils 5 
xm) enthaltenden Phosphat-gepuff erten Salzlommg (PBS-Losung) 
abgelost und in Falcon 2052~R6hrchen (200.000 Zellen pro 
Rohrchen) uberfiihrt. Die ZeXlen wurden bei 500 g bei 4°C fur 3 
min zentrifugiert, und der TJberst and wurde durch Inversion 
eritfernt. AnschlieSend wurden die Rohrchen 30 min bei Raumtem- 
peratur mit 100 /Jtl PBS-BSA, 0,1%, mit einem Gehalt von 2 /Jtl 
Serum oder, im Falle der Priifung auf moAbs, 10 pi Kultur- 
■Uberstand von Hybridomzellen inkubiert. Die Eellen wurden dann 
mit 4 ml PBS-BSA, 0,1%, gewaschen und wie oben zentrifugiert * 
Sie wurden 3 0 min auf Sis in der Dunkelheit mit einem Fiuo- 
rescein-konjugierten Gamma- Kett en- spezif ischen Ziegen-Anti— 
Maus-IgG (SIGMA, St. Louis, MO) im gleichen buffer inkubiert. 
Zur Erkennung von besch&digten Zellen, die von der Analyse 
ausgeschlossen wurden, wurde Propidiumjodid (10 (xg/ml) ver- 
wendet. Die Zellen wurden noch einmal gewaschen und in 250 pi 
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PBS-BSA, 0,1% resuspendiert . Die. Fluoreszenz von 5000 Zellen 
pro Rohrchen wiirde mit Hilfe eines FACScan® Flow Cytof luorome- 
ter (Becton Dickinson, Eerenbodegem, Belgien) untersucht . 

lc. Messungen der TBII-Aktivitat der Mauseseren 

Zur Messung der TBII-Aktivitat wurden intakte CHO-Zellen 
(JP09, s ( o.), die den hTSH-R exprimieren, verwendet. Zu dies em 
Zwecke wurden auf Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen 5 x 
10 4 Zellen/Vertiefung in 0,1 ml modif iziertem Hank's Puffer 
ohne HaCl (die Isotonie wurde mit 280 mM Saccharose' gewabr- 
leistet), erganzt mit 2,5% Magermilch, i25 I-bTSH {30.000 cpm; 
Tracer aus dem TRAK -Assay® der B.R.A.H.M.S Diagnostica GmbH) 
und Mauseserum 4 h bei Raumtemperatur inkubiert. Bei der 
Beendigung der Inkubation wurden die Zellen rasch im gleichen 
eiskalten Puffer gewaschen und mit 0,2 ml 1 N NaOH solubili- 
siert, und die Radioaktivitat wurde in einem Gamma-Counter 
gemessen. Dabei wurden zur Messung der TBII-Aktivitat 3 /il 
Mauseserum pro Vertiefung verwendet. Alle Versuche wurden 
dreifach wiederholt, und die Ergebnisse werden als gebundene 
CPM (counts per minute) ausgedriickt. 

Bei der Prufung der Eigenschaf ten von moAbs wurden statt der 
Mauseseren Hybridom-Kulturuberstande eingesetzt. 

Id. Messungen der TSAb- und TBAb-Aktivitat der Mauseseren 

Bei dem Bioassay zur Bestimmung der TSAb- bzw. TBAb-Aktivitat 
wurden wiederum transf ormierte CHO-Zellen verwendet, die den 
nTSH-R exprimieren (JP26; Biochem. Biophys . Res. Commun. 171s 
1044-1050, 1990) verwendet. Kurz gesagt wurden auf Mikrotiter- 
platten mit 96 Vertiefungen 5 x 10 4 Zellen/Vertiefung in 5 mM 
KC1, 0,25 mM KH 2 P0 4 , 0,5 mM MgS0 4 , 0,4 mM Na 2 HP0 4 , 1 mM CaCl 2 , 
0,1% Glucose, 2 mM IBMX, 20 mM Hepes und 0,3% BSA mit einer 
Menge yon 3 pi Serum {Gesamtvolumen 100 ^1 pro Vertiefung) 
inkubiert. Die Inkubation erfolgte fur 4 h bei 37 °C. Das in 
das Medium freigesetzte cAMP wurde unter Verwendung eines 
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kommerziellen kompetitivexi Bindungsassays auf an sich bekannte 
Weise gemessen (Amersham, Bucks, U.K.). Dabei wurde die TSAb- 
Aktivitat unter den obigen Grundbedingungen gemessen, w&hrend 
2ur Messung einer TBAb -Aktivitat unter identischen Bedingungen 
und unter Zugabe von 2 00 /xU/ml Endkonsentratibn von bTSH 
(SIGMA) gearbeitet -Wurde. Bei alien Versuchen wurden Duplikat- 
proben untersucht, und die Ergebnisse werden als pmol cAMP/ml 
ausgedrtickt. 

Bei der Priif ung der Bigenschaf ten 'von moAbs wurden stafct der 
Mauseseren Hybridom-Kulturfifoerstande eingesetst • 

le* Erzeugung und Selektion von monoklonalen Antikorpern 

Zur Isolierung monoklonaler Antikdrper wurden ausgewahlte 
Mause, die bei der oben beechriebenen Analyse ihrer Seren die 
gewunschte Imtuunreaktion seigten, durch intravenose Injektion 
von 5 fig ECD-6H-GPI (einem ECD-GPI-Fuaionsprotein mit einem 6- 
Histidin-Tag, der zwisohen die ECD und das Signalpeptid, das 
den GPI-Anker kontrolliert , inseriert war) geboostert. 

Dabei wurden ssur Gewinnung der injizierten Fliissigkeit trans- 
formierte CHO-Zellen, die einen hohen Anteil an ECD-6H-GPI- 
Protein (Zelllinie 4648) exprimieren, 3 h mit PI-PLC inku- 
biert. Das flussige Medium wurde anschlieEend entfernt und mit 
einem Kobaltharz Eur Bindung des 6-Histidin~Tags 1 h bei 4°C 
inkubiert (Talon™ Metal Affinity Resin, CLOHTECK Laboratories, 
Xnc*, Palo Alto, USA) • Das Harz wurde mit einem Tris-NaCl- 
Puffer, pH 8, der 10 rnM Imidazol enthielt, gewaschen. An- 
schlieSend wurden die gebundenen Proteirie mit 100 mM Imidazol 
von dem Harz eluiert . 

3 Tage nach der beschriebenen Booster- Injektion wurden Spleno- 
ssyten einer ausgew&hlten BIMRI-Maus (vgl . nachfolgend unter 
3.), die wie unter la. beschrieben mit pcDNAIII~TSH-R immuni- 
siert worden war, mit SP2/0 Myelomsellen bei einem Verli&ltnis 
von 5:1 unter Verwendung von 50% Polyethylenglykol verschmol- 
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zen. Nach der Verschmelzung wurden die Zell.en in Mikrotlter- 
platten mit 96 Vertiefungen in einer Dichte von 2 x 10 5 Zel- 
len/Vertiefung in einem selektiven Medium ausgesat (Dulbecco's 
Modified Eagle's Medium, das 10% fdtales Kalberserum, 2% 
Nutridoma (Boehringer Mannheim, Belgien) , 10 mM Natriumpyru- 
vat, 2 mM L-Glutaraih, 5 mM jS-Mercaptoethanol, 2,5 U/ml Ampho- 
tericin B , 100 U/ml Penicillin, 100 fig/ml Streptomycin, 100 fxM. 
Hypoxanthin, 40 0 fM Aminopterin, 16 (M Thymidin enthielt) . 10 
Tage nach der Verschmelzung, wahrend die Zellen aktives Wachs- 
turn zeigten, wurden die Kulturuberstande wie oben unter lb. 
beschrieben durch FACS-Analyse mit JP09-Zellen auf Anti-hTSH- 
R-Antikorper untersucht. Hybridomzellen, deren fiber stande die 
gewunschte Immunreaktivitat zeigten, wurden durch limit ierende 
Verdunnung kloniert . Hybridoma-Klone wurden weiter als Aszites 
in Pristan-vorbehandelten BALB/c-Mausen gezuchtet . Zur Reini- 
gung von IgG aus der Mause-Aszites-Fliissigkeit wurde eine 
Sepharose -Protein A-Af f initats-Chromatographie angewandt. Die 
Ig-Klasse der moAb wurde mit einem Mause-moAb-Isotypier-Kit 
(IsoStrip™, Boehringer Mannheim, Belgien) bestimmt. 

Fur die nachfolgend beschriebenen Kbmpetierungsversuche wurde 
ein m&b, und zwar der moAb 23.1, nach der Chloratnin-T-Methode 
so iodiert, da£ seine spezifische Radioaktivitat 80 fiCl/fxg 
bet rug . 

If. Ermittlung der Bindungsstellen ausgewahlter moAbs bzw. 
damit kompetierender TRAb auf der BCD eines hTSH-R 

Zur Lokalisierung des Epitops auf der ECD (extrazellularen 
Domane) eines von COS-Zellen exprimierten hTSH-R, das von 
moAbs wie dem moAb 23.1 erkannt wird, wurden Chimaren mit 
Teilsequenzen des LH-Rezeptors (LH-R) und des hTSH-R erzeugt. 
Und zwar wurden ' Teilsequenzen der ECD des hTSH-R durch Teilse- 
quenzen des LH-R exsetzt, wahrend die Transmembrane Serpentine 
des TSH-'R jeweils beibehalten wurde. Figur 3 zeigt verschiede- 
ne der verwendeten Chimaren, wobei mit "L" bezeichnete Se- 
quenzabschnitte aus der ECD des LH-R stammen und daher TRAbs 
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bsw. Anti-TSH-R~moAbs nicht binden - sollten, wahrend' mit rt T ,r 
bezeichnete Bereiche aus cier ECD des TSH-R stammen unci daher 
potentiell von den untersuchten rnoAbs erkennbare Teilsequen- 
zen/Strukturen aufweisen kdnnen. In der als L-TA50-T bezeich- 
net en Cbimare fehlten die nur bei dem hTSH~R vorkommenden 50 
Aminosauren der Posit ionen 332-3 82 des hTSH-R. Alle Chimaren 
warden in den pSVlr-Vektor inseriert und in COS -Ze 11 en expri- 
miert ♦ Der Expressionsgrad der Chimaren in den Eelloberf lachen 
der COS-Zellen wurde unter Verwendung verschiedener Anti-TSH- 
R-moAbs und FACS Analyse im wesentlichen wie unter lb. be- 
schrieben besjtimmt . 

2. Kompetition von Seren von Autoimmun-Patienten mit dem ■ 
selektierten 125 I~markierten Anti-TSH-R-moAb 

Fiir die Kompetitionsversuche wurden den hTSH-R exprimierende 
trans formierte CHO~Zellen (JP19; vgl . Biochem*Biophys.Res. 
Commun.171: 1044-1050, 1990} auf weiSen CulturPlates™ (Packard 
Instrument Company, Meriden, Connecticut , USA) mit 96 Ver» 
tiefungen ausgesat (50.000 Zellen/Vertiefung) und in SO fil 
HaraPl 2 -Medium, das 0,1% BSA und 10 fxl eines im jeweiligen 
Kompetitierungsversuch eingesetzten Autoimmunserums eines 
Patienten enthielt, 1 h bei 37°C inkubiert . AnschlieSend 
wurden 50 fxl des wie oben unter le. beschrieben herges tell ten 
und 125 I~markierten Anti^TSS-R-moAb 23.1 (100.000 cpm/Vertie- 
f ung) zugesetzt , 1 h sspater wurden die Zellen zweimal mit dem 
gleichen kalten Puffer gewaschen. Ss wurden 100 fil MicroScint- 
20 (Packard Instrument Company, Meriden, Connecticut) zuge- 
setst, und die an die JP19-Zellen gebundene Radioaktivitat 
wurde in einem TopCount Micr opiate Scintillation Counter 
{Packard Instrument Company, Meriden, Connecticut) bestimmt. 

3 . Ergebnisse 

Aufgrund der unter lb. -id* beschriebenen Testung der Mausese- 
ren wurde eine gem&B la, immunisierte Maus ausgewajilt, die 
klare Zeichen fur eine Autoimmun-Hyperthyreose zeigte: T 4 
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(/xg/dl) 11.5 (Kontrollseren zeigten Werte. im Bereich' von 3.8 
bis 4.5); TSAb (pmol/lGOjLtL) 8,5 (Kontrollseren <4) ; TBAb 
{pmol/100/Oj) 10,5 {Kontrollseren >22) . Splenocyten dieser Mans 
wurden zur mqAb-Produktion gem&S le v verwendet. Nach FACS 
Analyse gem&S lb. unter Verwendung der Hybridoma-lfcerstande 
warden 12 Anti~T3H-R~moAbs selektiert und getestet. 

Von den 12 Anti-TSH-R-moAb wiesen 10 mit den 2if f erbezeichnun- 
gen 1, 9b, 15, 21, 23, 31,-56, 59, 73, 79 im o*g* TBI I -Test 
gema£ 1c . die gesuchte TBII-Aktivit&t auf (Figur 1) und seig- 
ten im Bio- assay gemafi Id, eine ausgepragte TBAb-Wirkung 
(Figur 2) und keinerlei TSAb-Aktivitat * Die TBII-Eigenschaf t 
der genannten 10 moAbs wurde durch Messungen mit dem kommer- 
ziellen TRAK Assay 0 der Fa. B.R.A-H.M.S Diagnostica besfcatigfc. 
Die restlichen beiden moAbs (28 und 37) zeigten keine TBIX- 
Aktivitat. Kultur&berstande van anderen Hybridomas 9, 22, 38, 
12, 17, 58, die mit CHO-Zellen reagierten, jedoch keine Spezi- 
fitafc fttr den hTSH^R auf wiesen, dienten als Kontrolleix. 

Die 12 moAbs (Bybridom-T3berst&nde) wurden erg&nssend in SDS- 
PAGE und Western-Blot ting-Untersuchungen gepriift, wozu kon- 
fluente Zellen GT14, die die extrazellulare Domane dee TSH-R 
mit einem Glycosylphosphatidylinosit (GPI) -Anker- exprimieren, 
verwendet wurden* Die 10 moAbs mit TBII-Aktivitat erkannten 
lineare Epitope auf dem reifen, auf der GT14-Zelloberf lache 
pr&sentierten hTSH-R, wobei im Falle von 4 dieser moAbs (1, 
9b, 31 und 56) die Deglykosylierung des TSH-R mit N-Deglycosi- 
dase F das Bindungsverhalten nicht beeintrachtigte . 

Unter Verwendung der Chi mare n gemaS If. ergab sich, date die 
TLT- und LTLT-Chimaren (vgl. Figur 3) von den neuen moAbs mit 
TBII-Aktivitat nicht erkannt wurden. Daraus kann geschlossen 
werden, daiS das von den moAbs erkannte Epitop ein Segment 
zwischen den Aminosauren 382 und 415 des hTSH-R, d*h. am 
extremen C-Terminus der ECD des hTSH-R, umfafit . 

Die gem§.£ 2. durchgefiihrten Kompetitionsversuche des 23.1 moAb 
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mit Autoantikorpem aus Seren von 40 Patient en (Nr. 1-4 D) mit 
unterschiedlichen TBII/T&Ab- und TBAb -Aktivitat en ergaben, daS 
eine positive Xorrelation zwischen der Fahigkeit , die Bindung 
des 125 I-moAb 23,1 an die tfPl5-Zellen zu kompetiereh, und der 
TBAb -Aktivitat bestand,- Seren mit sehr starker TSAb~Aktivit&t 
im Bioassay kompetierten dagegen nicht mit dem X25 I-moAb 23.1, 
und es ergab sich auah keine Korrelation der Kompetition mit 
den gemessenen TBI I- Wert en. Die Mefiergebnisse sind in der 
nachfolgenden Tabelle 1 sowie, in Figur 4 geaeigt. 

In Tabelle 1 steht: 

(a) % 23*1 Verdrangung fiir den Wert 

(1 - [ 125 I-mo&b 23.1 + Serum des jeweiligen Patient (cpm gebun- 
den)] / [ 125 I-moAb 23*1 4- Normal serum (cpm gebunden) ] ) 100 

(b) TSAb Aktivitat (%) ftir den Wert 

{ [cAMP gemessen mit dem Patientenserum - oAMP gemessen mit 
Normalserum] / cAMP gemessen mit Normal serum) x 100 
(e) TBAb Aktivitat (%) fiir den Wert 

(1 - [cAMP gemessen mit dem Patientenserum plus 2 00/ttUI/ml 
bTSH] / [cAMP gemessen mit Normalserum plus 200/iUI/ml bTSH] ) x 
100 

Die der Tabelle 1 und Figur .4 ablesbaren Ergebnisae zeigen, 
daS nach dem beschriebenen Immunisierungs- und Selektionsver- 
fahren moAb erhalten wurden, die nicht mit TSAb aus Patienten- 
seren kompetieren und es daher gestatten, selektiv den .Gehalt 
von TRAb vom Nicht-* TSAb -Typ in einem Patientenserum 2u bestim- 
men, wobei der bestimmte Gehalt der genannten TRAb-TIntergruppe 
positiv mit der TBAb-Aktivit&t korreliert, (vgl. Figur 4) und 
damit eine Bestimmung von TBAb ih Patient ens eren mit einem 
kompetitiven Assay ermoglicht . 
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Pafcentiansprfiche 

1. Verfahren zur Bestimmung von gegen den TSH-Resseptor (TSH- 
R) gebildeten Autoantikorpern (TRAb) in einer yon einem Pa- 
tienteti gewonnenen biologischen Probe, bei dem man in einer 
Reaktionsmis Chung die Probe oder wenigstens eine Antikorper- 
fraktion der Probe in Gegenwart eines erst en Immunreagens in 
Form eines selektiven Kompet iters mit einem sweiten Immunrea- 
gens in Form eines TSH-R-Pr&parats reagiefen laSt, und wobei 
wenigstens einer von dem selektiven Kompetitor oder dem TSH-R- 
Praparat markiert oder markierbar ist, und daJS man anhand der 
Bindung jawischen dem TSH-R-Praparat und dem selektiven Kom- 
petitor die Anwesenheit und/oder Menge der gesuchten TRAb in 
der Probe feststellt, dadurch gekennzeichnet , daS man selektiv 
die Schilddrtise blockierende Autoantikorper (TBAb) dadurch 
bestitnmt, daS der selektive Kompetitor so ausgew&hlt ist, da£ 
er an solche Bindungs stall en des TSH- R-Praparats bindet, urn 
die er mit den zu bestimmenden TBAb konkurriert , 

2* Verfahren nach Anspruch l, dadurch gekennseichnet , dafi 
der selektive Kompetitor ein anti~TSH~R-Antik6rper oder ein 
Fragment davon ist . 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , dafi 
der anti-TSH-R-Antikorper ein monoklonaler Antikorper ist* 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet , daS der sselektive Kompetitor ein. blockierender 
anti-TSH-R-Antikorp.er ist, der im AnschluS an eine genetiache 
Immunisierung einer Maua mit einem hT3H~R~cDHA~Konstrukt 
hergestellt wurde . 

5* Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dafi eines von dem ersten oder zweiten Immun- 
reagens, das ausgewahlt ist aus dem TSH-R-Praparat oder dem 
selektiven Kompetitor, unmarkiert und in einer an eine Fest- 
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phase immobilisierten oder immobilisierbaren Form" eihgesetzt 
. wird. 

6. Verf ahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 5., dadurch 
gekennzeichnet , daS das TSH~R-PrSparat ein rekoinbinant herge- 
stelltes TSH~R*-Praparat 1st, das ausgewShlt ist aus (i) einem 
rekombinanten, irn wesent lichen vollstandigen humanen TSH-R 

(hTSH~R) , (ii) einem TSH-R-Fusionsprotein, das wenigstens die 
extrazellulare DomSne des hTSH~R sowie gegebenenf alls Sequen- 
zen fiir die Markierung und/oder Immobilisierung enthalt, und 

(iii) einer TSH-R~Chim&re, bei der solche Teilsequenzen der 
extrazellularen Domane des TSH-R, die fiir die Bindung von 
stimulierenden TRAb (TSAb) und/oder neutralen TRAb, benotigt 
werden, durch inaktive Teilsequenzen ersetzt siaad. 

7, Verf ahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daiS 
der ant i- TSH-R- Ant ikorper so ausg&wahlt ist, dafi er an ein 
Epitop.im Bereich der Aminosauren 382-415 der Aminos aurequenz 
'des hTSH-R bindet. 

8 . Verf ahren nach Anspruch 5 , dadurch gekennzeichnet , daS 
das immobilisierte Immunreagens ein rekoinbinant es hT3H-R- . 
Praparat ist, das rnit Hilfe eines konformativen Antik6rpers, 
der die Bindung der zu bestimmenden TBAb und des selektiven , 
Kompetitora an das hT3H~R-Praparat nichfc behindert, an eine 
Festphase immobilisiert ist. 

9 , Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 8 , dadurch 
gekennzeichnet, daS das markierte Immunreagens der selektive 
^Competitor ist, der mit Hilfe eines Radioisotope, eines Cherni- 
lumineszenz- Labels oder eines Enzyms markiert ist* 

10. Verf ahren nach einem der Anspruche i bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, daS der selektive Kompetitor an eine Festphase 
immobilisiert ist und dafi das als zweites Immunreagens in 
solubilisierter Form eingesetzte TSK-R- Praparat markiert ist- 
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11 . Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4 , 6 lihd 7 , 
dadurch gekennzeichnet , daS sowohl das erste als auch das 
Eweite Immunreagens in der Reaktionsmischung dispergiert 
vorliegexi und dafi an das den selektiven Kompetitor bildende 
erste Immunreagenzien eine erste Markierungskomponente gefoun- 
den ist, die Tail eines auf Fluoreszenss- ( oder Cherailumines- 
zenz~L6schung oder -Verst&rkung beruhenden Mark ie rungs systems 
ist, und daS die %weite Markierungskomponente dieses Markie- 
rungssystems an das zweite Imtnunreagens oder einen selektiv an 
dieses sweite Immunreagens bindenden Antikorper, der die 
Bindung der zu bestimmenden TBAb und des selektiven Kompeti- 
tors an das hTSH-R-Praparat nicht behindert , " gebunden ±st\ 

12. Verf ahren nach Anspruch 11, dadurch gekennseichnet , daS 
das WEarkierungs system Seltenerdkryptate oder -chelate in 
Kombination mit einem Fluoressenz- oder Chemiluraineszenz- 
farbstoff r insbesondere vom Cyanintyp, umfaBt, 
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